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摘  要：【目的】外切葡聚糖酶是纤维素酶组分中一类对结晶纤维素有降解作用的酶类，如何

提高外切葡聚糖酶活力是研究的关键问题。【方法】从筛选鉴定得到的一株产外切葡聚糖酶酶

活较高的黑曲霉 Asp-524 菌株出发，通过 PCR 技术克隆得到外切葡聚糖酶基因序列，生物学信

息分析后，构建了毕赤酵母诱导型表达载体，实现了该基因在毕赤酵母中的成功表达。【结果】

抗性筛选得到的阳性转化子，用终浓度为 1%甲醇诱导 5 d 后，酶活达到 4.74 U/mL。酶学性质

分析显示重组外切葡聚糖酶最适 pH 为 5.0，pH 稳定性分析显示在 pH 为 4.0−6.0 范围内相对稳

定，酶活能保持在最高酶活力的 80%以上，最适反应温度为 50 °C，经 60 °C 保温 1 h 后，酶活

仍能保持 80%以上。【结论】结果说明该外切葡聚糖酶具有较好的热稳定性和 pH 稳定性，这一

研究为纤维素酶的实际应用奠定了一定基础。 
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Screening and identification of exo-1,4-β-D-glucannase-producing 
fungi, and its expression in Pichia pastoris 
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Abstract: [Objective] Exoglucanases is a class of cellulase which could degradation crystalline 

cellulose. Nowadays, how to improve the exoglucanase activity is of importance. [Methods] In this 

study, strain ASP-524, possessing higher level of cellobiohydrolase, was identified as Aspergillus 

niger. The cbhB gene was cloned from strain ASP-524, and expressed in Pichia pastoris GS115. 

[Results] After the induction of 1% methanol for 5 d, the expression strain reached a cellulase 

activity of 4.74 U/mL. The recombinant exoglucanase was a 57 kD protein with an optimum catalytic 

activity at pH 5.0 and 50 °C. [Conclusion] The enzyme was stable. The recombinant exoglucanase 
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was relatively stable in a broad pH range, from 4.0 to 6.0, and retained 80% activity. 

Keywords: Aspergillus niger Asp-524, Exoglucanase, Pichia pastoris, Strain identification 

随着社会的高速发展，在食品加工过程中，食

品添加剂的可靠性等食品安全问题越来越受到人

们的关注，纤维素酶作为一种蛋白酶类是安全可食

用的食品添加剂，其在榨汁及蔗糖的生产中应用较

广，同时纤维素酶在扩大食品工业原料和植物原料

的综合利用，提高原料利用率，净化环境和开辟新

能源等方面也具有十分重要的意义，且有望解决自

然界不断产生的固体废物问题。纤维素酶在动物饲

料、纺织、食品加工、污水处理、中草药有效成分

提取等行业得到广泛应用，有效地改善产品质量，

提高产量，具有良好的经济效益[1-3]。 

纤维素酶在食品加工中有极大的应用，在果实

和蔬菜加工中，可使组织软化膨润降低果蔬的香味

和维生素损失，分解果实和蔬菜，制成的果酱口感

好，同时还可以利用纤维素酶分解蘑菇，制造新的

调味料；在大豆加工过程中，乞永立等利用纤维素

酶处理大豆，从而提高了优质水溶性蛋白质和油脂

的获得率[4]；阎训友等用沸水浸泡茶叶和纤维素酶

结合法，缩短了抽提时间，提高了水溶性较差的茶

单宁、咖啡因等的抽提率，并保持了茶叶原有的色、

香、味[3]。纤维素酶在烟草改良、酒精发酵、酱油

酿造、饮料行业中也有较大的应用。此外，纤维素

酶在纺织、造纸等方面均有很大的应用潜力，还可

应用于医药保健、石油开采、新型能源、环保以及

洗涤剂等行业，而且还有一些很有价值的应用领域

正在开拓[1,3-4]。 

外切葡聚糖酶是纤维素酶系中一类主要的酶，

是一类对纤维素结晶区起作用的纤维素酶类，在外

切葡聚糖酶、内切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶 3 种

酶协同作用下，将木质纤维素最终降解成为还原

糖，在木质纤维素中纤维素主要的存在形态为结晶

状态，这一特殊的结构对于纤维素的降解是最大的

难点，外切葡聚糖酶(cbh)是纤维素酶中一类能结

合到结晶纤维素区域，从还原端和非还原端使其结

构变得疏松而有利于其它纤维素酶类进入到纤维

素的内部，从而起到降解作用的一类酶组分[5]。当

今对于纤维素酶的研究很多，但大都集中在对内切

葡聚糖酶和 β-葡聚糖苷酶的研究，对于外切葡聚

糖酶的研究主要集中在外切葡聚糖酶 A (cbhA)，而

关于外切葡聚糖酶 B (cbhB)的研究较少。为推动纤

维素酶的工业化应用进程，由于作用的特殊性，cbh

基因的克隆表达就成为了必然。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 

本实验所用菌株和载体列于表1。 

1.2  培养基和试剂 

限制性内切酶(SalⅡ，XbaⅠ)、DNA Marker、

Taq DNA Polymerase、dNTPs、T4 DNA 连接酶、

氨苄青霉素钠、蛋白质分子量标准(低)购于大连宝

生物公司；质粒提取试剂盒，DNA凝胶回收试剂

盒购自美国OMEGA生物技术公司；SDS-PAGE试

剂盒购自武汉博士德生物技术有限公司。 
 

表1  本实验所用的菌株与载体 
Table 1  The strains and vectors used in this experiment 

菌株和载体 

Strains and vectors 

功能 

Function 

来源 

Source 
Escherichia coli DH5α 克隆宿主细胞 本实验室保存 

pMD19-T 克隆载体 本实验室保存 

Aspergillus niger Asp-524 产外切葡聚糖酶菌种 采样筛选得到 

GS115 用于表达的宿主菌株 本实验室保存 

pPICZαA 外切葡聚糖酶重组表达载体 本实验室保存 
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培养基为 LB 培养基(1 L)：胰蛋白胨 10 g，

酵母粉 5 g，氯化钠 10 g；酵母培养基 YPD (1 L)：

葡萄糖 20 g，胰腺蛋白胨 1 g，酵母粉 5 g；PDA

培养基(1 L)：马铃薯(去皮) 200 g，葡萄糖 20 g，

琼脂 20 g，pH 值自然；纤维素选择培养基 A (1 L)：

蛋白胨 10 g，酵母粉 10 g，羧甲基纤维素钠 10 g，

刚果红 0.2 g，NaCl 5 g，KH2PO4 1.0 g，琼脂粉

20 g；选择培养基 B (1 L)：K2HPO4 0.5 g，

(NH4)2SO4 2 g，MgSO4·7H2O 0.25 g，微晶纤维素

粉 1.88 g，刚果红 0.2 g，琼脂 14 g，明胶 2 g，pH

自然；液体种子培养基(1 L)：复合蛋白胨 10 g，

葡萄糖 10 g，酵母膏 10 g，pH 7.0；液态发酵培

养基(1 L)：稻草 4 g，麸皮 1 g，磷酸铵营养液   

12.5 mL，调 pH 值至 6.0−7.0。 

1.3  方法 

1.3.1  产外切葡聚糖酶真菌的筛选：初筛：称取

1.0 g 新鲜采集样品放入小三角瓶中，加入无菌水

9.0 mL 和几粒无菌玻璃珠，经高速振荡混匀后静

置，取上清液以不同浓度梯度涂布于纤维素选择培

养基 A 上，30 °C 培养 2–3 d 后，用接种环挑取单

菌进行划线接种于选择培养基 B 上，30 °C 恒温培

养 2–3 d，选择透明水解圈直径最大的单菌落进行

保种。复筛：将初筛得到的菌落以单菌落的形式接

种于液体种子培养基中，经培养后测定发酵液中产

物的还原糖量，挑选出还原糖浓度最高的菌株进行

产酶试验，将复筛得到的菌株接种于液态发酵培养

基中，37 °C、200 r/min 摇床振荡培养 48 h，用 DNS

法测定粗酶液的 CMC 酶活力和滤纸酶活力，选择

CMC 酶 活 力 和 滤 纸 酶 活 均 高 的 菌 株 为 出 发 菌   

株[6-9]，以上实验均采用 3 个平行[10-12]。 

1.3.2  产外切葡聚糖酶真菌的鉴定：真菌分子鉴定

采用 ITS 序列比较法，将产酶培养的菌株，4 °C、

8 000 r/min 离心收集菌体，提取总 DNA 为模板，

用 真 菌 ITS 通 用 引 物 (ITS up ： 5′-TCCG 

TAGGTGAACCT-3′；ITS down：5′-TCCTCCGCTTA 

TTGATATGC-3′)进行 PCR 扩增，产物经纯化后，

送 英 俊 公 司 测 序 ， 测 序 结 果 利 用 BLAST 

(http://ncbi.nlm. nih. gov/blast)、Clustal X和MEGA 4.0

软件进行多序列比对，并构建系统发育树。 

1.3.3  外切葡聚糖酶基因 cbhB 的克隆：将筛选得

到的黑曲霉 Asp-524 进行扩大培养，收集菌体。采

用 Trizol 法提取总 RNA，以 RNA 为模板进行反转

录，以 2 μL 的反转录产物为模板进行 PCR 扩增得

到双链 cDNA，根据比对结果中同源性高的基因设

计 引 物 为 ： UP ： 5′-ATGTCTTCCTTCCAAGTC 

TACCG-3′；DOWN：5′-CTACAAACACTGCGAG 

TAGTACGC-3′。 

PCR 扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳回收后

TA 克隆连接至 pMD 19-T，热激法转入大肠杆菌

DH5α，经氨苄抗性和蓝白斑筛选得到的阳性转化

子送英俊公司测序。 

1.3.4  外切葡聚糖酶 cbhB 基因表达载体的构建：

外 切 葡 聚 糖 酶 基 因 测 序 结 果 ， 通 过

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP 网站进行在

线信号态预测；利用 DNAMAN 进行内含子预测，

在保证正确开放阅读框的前提下，设计了不含有信

号肽和内含子的引物，并在引物上游 5′端引入了

SacⅡ酶切位点，引物下游 5′端引入了 XbaⅠ酶切位

点，表达引物为：Sense: 5′-CCGCGGCCAGCAGG 

TTGGAACCTACACCACTGAGAC-3′， Antisense: 

5′-TCTAGACCCAAACACTGCGAGTAGTACGCA
TTCT-3′，划线部分为引入的酶切位点。 

通过表达引物(Sense 和 Antisense)进行 PCR 扩

增，回收目的条带，将表达载体 pPICZαA 质粒和

PCR 扩增产物同时进行 SacⅡ和 XbaⅠ双酶切，胶

回收相应条带，以一定比例进行过夜连接后，转入

大肠杆菌 DH5α，经 25 g/L Zeocin 抗性筛选得到阳

性转化子，扩大培养后提取质粒经 SalⅠ线性化后，

电击转化毕赤酵母 GS115，挑取经 50 g/L Zeocin

抗性筛选得到的阳性转化子，加入裂解液进行菌落

PCR 扩增筛选鉴定阳性转化子。挑取经菌落 PCR

鉴定的阳性转化子进行诱导表达。 

1.3.5  酶学性质分析和 SDS-PAGE 分析：酶活力

测定方法：以 1%微晶纤维素悬浊液(pH 5.0 柠檬 

酸-磷酸二氢钾缓冲液)为底物，发酵上清液按体积
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比 1:2 与底物混合，50 °C 反应 1 h 后离心，取上

清与 DNS 按体积比 1:1 混合，沸水浴 5 min，冷却

后定容至 5 mL，540 nm 比色，参照标准曲线计算

产生的还原糖量；酶活力单位(U)定义：在 50 °C、

pH 5.0 条件下，1 mL 原酶液每分钟分解底物产生

相当于 1 mg 葡萄糖所需的酶量[2,13]。 

2  结果与分析 

2.1  外切葡聚糖酶高产菌株的筛选鉴定 

通过初筛和复筛后得到一株高产外切葡聚糖

酶真菌，命名为 Asp-524，经诱导培养后活力最高

达到 5.1 U/mL。形态学分析显示 Asp-524 在 PDA

培养基上生长速度很快，蔓延迅速，颜色由最初的

白色，迅速变为鲜黄色最后为黑色厚绒状，背面无

色，中央略显黄褐色，显微镜观察发现，菌丝发达

多分枝，有隔多核，分生孢子头为褐黑色放射状，

分生孢子梗长短不一，顶囊为球形，具双层小梗如

图 1 所示，初步鉴定为黑曲霉[11-12]。 

ITS 序列比对结果，利用 MEGA 4.0 软件，以

Neighbor-Joining 计算生成系统发育进化树(图 2)。 

菌株 Asp-524 与黑曲霉(Aspergillus niger)的一

致性高达 99%，结合培养时的形态及显微镜下的

观察可以最终确定该菌为黑曲霉。 

2.2  cbhB 基因的克隆及生物信息学分析 

RNA 提取后经 2%琼脂糖凝胶电泳结果显示

(图 3)，28S rRNA、18S rRNA 和 5.8S rRNA 对应 

 

 
 
 

图 1  菌株 Asp-524 的培养特征和形态特征 
Figure 1  Morphology and cultural characteristics of 
strain Asp-524 
注：1、4：孢子束；2、3：菌丝. 

Note: 1, 4: Spore; 2, 3: Mycelial. 

的三条带清晰可见，通过 RT-PCR 方法，以黑曲霉

总 RNA 为模板，反转录获得 cDNA，以获得的

cDNA 为模板，引物用 UP 和 DOWN，用高保真酶

PrimerSTAR HS 进行 PCR 扩增得到 cbhB 基因，

片段大小为 1 600 bp 左右(图 4)，T-A 克隆后挑取

阳性转化子送英俊公司测序。 
 
 

 
 

图 2  菌株 Asp-524 的 ITS 系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of stain Asp-524 and related 
strains based on ITS sequence 
 

 
 

图3  黑曲霉总RNA的电泳检测 
Figure 3  Electrophoresis analyses 
注：以上均为RNA样品. 

Note: RNA samples. 
 

 
 

图4  cbhB基因PCR扩增结果 
Figure 4  Results of PCR amplification of cbhB 
注：M：DNA分子量标准；1：PCR扩增结果. 

Note: M: Marker Ⅲ; 1: PCR products.  
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测序结果在 NCBI 上进行比对分析发现，该基

因 与 已 公 布 的 黑 曲 霉 产 外 切 葡 聚 糖 酶 基 因 

(GenBank：4977345)具有 92%的一致性；信号肽预

测显示，cbhB 氨基酸序列含有一段长为 21 aa 的信

号肽，位于 N 端，剪切位点为 ANA-QQ。 

2.3  表达载体的构建 

扩增的 PCR 产物和表达载体 pPICZα经双酶切

后，连接转化入大肠杆菌 DH5α，经含 25 g/L Zeocin

抗性 LB 平板(胰蛋白胨 10 g/L，酵母粉 5 g/L，NaCl 

10 g/L)筛选后，挑选阳性转化子进行菌落 PCR，

用 SacⅡ和 XbaⅠ双酶切鉴定(图 5)，得到 1 500 bp

和 3 600 bp 两条条带，酶切鉴定结果正确，确定其

为阳性菌株并命名为 S-pPICZαA-cbh。 

 

 
 

图 5  S-pPICZαA-cbh 载体的酶切鉴定图 
Figure 5  Enzymes digestion of vector S-pPICZαA-cbh 
注：M：DNA 分子量标准；1：S-pPICZαA-cbh 双酶切；2：

S-pPICZαA-cbh 质粒. 

Note: M: Marker; 1: S-pPICZαA-cbh plasmid was digested by 
SacⅡ and XbaⅠ; 2: S-pPICZαA-cbh plasmid. 

2.4  cbhB 基因在毕赤酵母中的诱导表达 

将重组质粒通过 SalⅠ线性化后纯化回收，电

激转化进巴斯德毕赤酵母 GS115 中，涂布于含   

50 g/L Zeocin 的 YPD 平板上，30 °C 恒温培养 2 d

后，转化子经菌落 PCR 鉴定筛选后，随机挑选 10

个阳性转化子，进行终浓度为 1%的甲醇诱导表达，

酶活性测定筛选，获得了酶活性较高的菌株命名为

S-pPICZαA-cbh-7 (表 2)，酶活力达 4.74 U/mL，上

清液进行离心收集后，用 8 kD 的透析袋透析除盐，

PEG20000 浓 缩 后 ， 用 浓 缩 的 粗 酶 液 进 行

SDS-PAGE 分析，结果见图 6，cbhB 基因在毕赤酵

母中表达成功，表达分子量与预测的分子量大小一

致，约为 57 kD。 

2.5  重组外切葡聚糖酶的酶学性质分析 

2.5.1  重组外切葡聚糖酶的最适反应 pH 和 pH 稳

定性：取诱导 120 h 后的上清粗酶液，在 pH 

3.0–10.0 条件下，利用微晶纤维素为底物，采用

DNS 法测酶活，重组酶在 pH 5.0 时显示出最高酶

活力；将酶液置于 pH 3.0–10.0 缓冲液中保温 1 h，

然后在最适反应条件下测酶活，得到 pH 稳定性，

结果表明重组酶在 pH 4.0–6.0 之间酶活较高，达到

80%以上，显示了较好的稳定性，随着 pH 增大，

酶活力急速下降(图 7)。 

2.5.2  重组外切葡聚糖酶的最适反应温度和温度

稳定性分析：取粗酶液分别在 20–90 °C 保温 1 h，

测其对微晶纤维素的酶活，重组酶在 50 °C 时酶活

力达到最高，将粗酶液分别在不同温度中保温 1 h

后测酶活，重组酶在 60 °C 保温 1 h 后酶活力仍达

到最高酶活力的 80%以上，而超过 60 °C 后热稳定

性不强(图 8)。 

 

表 2  酵母阳性菌株酶活筛选 
Table 2  Screening for recombinant GS115 with high activity 

菌株编号 Strain code 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

酶活 Enzyme activity (U/mL) 1.81 1.35 1.29 2.46 3.72 1.31 4.74 3.27 1.91 3.08 
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图 6  重组毕赤酵母菌株 S-pPICZαA-cbh-7分泌表达产

物的 SDS-PAGE 
Figure 6  SDS-PAGE analysis of expression of the 
reconstructed S-pPICZαA-cbh-7 
注：M：标准蛋白分子量；1：菌株 S-pPICZαA-cbh-7 的分泌

蛋白；CK：空白对照. 箭头所示：cbhB 表达的目的蛋白. 

Note: M: Protein MW marker (low); 1: S-pPICZαA-cbh-7; CK: 
Control. Arrow: Target protein. 
 

 
 

图 7  重组毕赤酵母菌株 S-pPICZαA-cbh-7产酶的最适

pH 和 pH 稳定性 
Figure 7  pH value stability and pH activity profiles of 
the enzyme produced by S-pPICZαA-cbh-7 
 

 
 

图 8  重组毕赤酵母菌株 S-pPICZαA-cbh-7产酶的热稳

定性 
Figure 8  Heat stability and optimal temperature of the 
enzyme produced by S-pPICZαA-cbh-7 

3  讨论 

到目前为止，纤维素分解真菌多为木霉和青

霉。张虹等用纤维素为提供唯一碳源的选择培养

基，从弃渣塘的土壤中分离到一株纤维素分解能力

很强的真菌(QCF3)，经鉴定为绿色木霉[8]；叶汉

玲等从 40 多个国内外产纤维素酶的菌株中筛选出

纤维素分解酶活较高的绿色木霉 NF4[9]；而黑曲霉

中有关纤维素酶的研究报道较少，本实验筛选得

到的黑曲霉菌株 Asp-524 具有较高的外切葡聚糖

酶活力，诱导培养 6 d 后最高酶活可达 5.10 U/mL，

与同类文献报道的产外切葡聚糖酶真菌相比其活

力较高，完全可以作为出发菌株进行基因的克隆

表达研究[5]。 

纤维素在外切葡聚糖酶(cbh)、内切葡聚糖酶

和葡萄糖苷酶的协同作用下，能够被充分降解成还

原糖，而木质纤维素中的纤维素主要存在形式为结

晶状，据报道外切葡聚糖酶(Exoglucanase，cbh)是

一类能对结晶纤维素起作用的酶组分[14-17]，哈佛大

学 的 Andrew C. Tolonen 等 (2009) 通 过 抑 制

Clostridiump hytofermentas 中纤维素酶第九家族的

外切葡聚糖酶 CpHy3 367 的活性，使得整个菌株破

坏纤维素结构的能力大大减弱[18]，由此可见在木质

纤维素降解成还原糖的过程中，cbh 有着不可或缺

的作用，以上结论支持了 cbh 基因的克隆表达。 

目前关于黑曲霉中外切葡聚糖酶基因序列的报

道 并 在 GenBank 上 注 册 的 只 有 两 条 ， 分 别 为

HM769954 和 AF156269。本实验获得的外切葡聚糖

酶基因将进一步丰富产纤维素酶真菌的生物信息学

资源，生物信息学分析显示 cbhB 基因没有内含子这

一特性与 Gielkens M. M.等报道的情况相符[17,19]。 

毕赤酵母表达系统是一种生物研究中常用的

真核蛋白表达系统，具有高效表达和分泌外源蛋白

的特点，本实验实现了黑曲霉 Asp-524 中外切葡聚

糖酶基因 cbhB 在毕赤酵母中的表达，所得到的重

组毕赤酵母菌株在 1%甲醇的诱导下可以高效地合

成并分泌 cbhB 蛋白，其表达的重组酶在最适条件

下的活力最高可达 4.74 U/mL，而这一情况与出发
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菌株黑曲霉 Asp-524 相比要低一些，造成这一结果

的原因可能是，原始菌中对纤维素的降解是三种纤

维素酶协同作用的结果，而在重组工程菌中，只存

在一种纤维素酶，这也符合公认的纤维素酶降解的

协同作用学说，即任何一种单独的高酶活力的纤维

素酶都无法实现对天然纤维素的降解，这也是为什

么越来越多的人希望通过基因工程的手段改变某

一菌株中纤维素酶组分[5]，或者通过多种酶在一种

工程菌中的共同表达来提高对天然纤维素的降解

能力的原因[20-24]。本研究认为，如果能采用合适的

表达系统，单独表达各种纤维素酶，然后通过将纯

化后的表达产物按照实际应用的要求以一定的比

例混合，或者让一个工程菌同时能表达多种纤维素

酶组分，让其和自然界中的纤维素产生菌一样，可

能降解纤维素的效果会更好[5,10-11]。本实验中表达

的重组葡聚糖外切酶具有较好的热稳定性和 pH 稳

定性，为纤维素酶的进一步研究和实际应用奠定了

一定的基础。 
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